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RESUMEN 
 
Dos tipos de contaminantes los cuáles generan grande preocupación son los 
metales y los colorantes.  Una manera viable de tratar este tipo de residuo 
es el uso de hongos.  Los hongos filamentosos utilizados en este trabajo 
(Aspergillus ustus UANL, Penicillium janthinelum UANL y Trichoderma 
longibrachiatum) fueron aislados de un suelo contaminado con metales en 
García, Nuevo León.  Su utilización es investigada con el organismo activo e 
inactivo, y son evaluadas la bioacumulación y la biosorción.  Los 
contaminantes utilizados son el metal zinc y el colorante verde malaquita. 
Las pruebas de adsorción son realizadas en solución de contaminante 
preparada en agua bidestilada. Las pruebas de bioacumulación son 
realizadas con biomasa activa en medio de cultivo agregado de 
contaminante.  La determinación de la concentración de metal es llevada a 
cabo por absorción atómica (AAS) y el color por UV-Vis.  La concentración 
de colorante para realización de las isotermas es determinada por una curva 
de calibración en UV-Vis.  
Las cepas de Aspergillus ustus, Penicillium janthinelum y Trichoderma 
longibrachiatum estudiadas en este trabajo presentaron la capacidad de 
remover el colorante verde malaquita y el metal zinc de manera individual. 
Sin embargo, solamente el T. longibrachiatum fue capaz de realizar la 
remoción simultánea. 
La adsorción del colorante verde malaquita es mejor descrita por un modelo 
cinético de 1er orden e isoterma de Freundlich, mientras que la del metal 
  
 
zinc es mejor descrita por un modelo cinético de 2ª orden e isoterma de 
Langmuir. 
El mecanismo de remoción de ambos contaminantes con biomasa seca fue 
determinado como adsorción por atracción de cargas y formación de enlaces 
de van der Waals. 
Sólo T. longibrachiatum removió simultáneamente la verde malaquita y el 
zinc.  
De acuerdo al modelo obtenido con la optimización de Box-Behnken, los 
parámetros significativos en la remoción del zinc fueron pH, tiempo y medio 
de cultivo. En cambio, para la verde malaquita sólo fue significativo el pH. 
La optimización simultánea arrojó las siguientes condiciones óptimas: pH 6, 
68h y medio PDB. Los resultados de remoción obtenidos en la confirmación 
del modelo son muy similares a los predichos por el modelo. 
Las imágenes de microscopía óptica obtenidas muestran variaciones 
morfológicas que pueden indicar que, durante la remoción simultánea, T. 
longibrachiatum está bioacumulando los contaminantes. Sin embargo, no se 
descarta que puede estar pasando la adsorción junto con la bioacumulación. 
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CAPÍTULO 1 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Contextualización 
 
La rápida urbanización e industrialización ha llevado a un creciente desecho 
de productos tóxicos en el medio ambiente. En general, los contaminantes 
químicos se clasifican en dos categorías: orgánicos (como solventes 
industriales, pesticidas, colorante) e inorgánicos (como metales, fertilizantes 
químicos, etc.) metales tóxicos y radio nucleídos en el medio ambiente.   
Los metales tóxicos no son biodegradables, y se acumulan en los 
organismos, a través de la cadena alimenticia (Meenambigai, et al., 2016), lo 
que hace que sean uno de los mayores problemas ambientales y de salud 
actualmente a nivel mundial. 
Recientemente, gran atención ha sido dada al desecho de efluentes que 
contienen colorantes sintéticos. La presencia de estos colorantes en las 
aguas es indeseable debido a los numerosos problemas que pueden causar, 
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además de los provocados por sus productos de descomposición (Ozdemir, 
et al., 2013). 
Se ha encontrado contaminación por metales en agua, sedimento y ostras 
en el lago San Andres, en México, por ejemplo. (Vázquez-Sauceda, et al., 
2011) 
La industria textil mexicana juega un papel importante, tanto en el mercado 
nacional como en el estadounidense. Su aportación económica a diversas 
entidades del país la ubican como una actividad productiva dinámica y 
relevante.  
Los colorantes textiles pueden ser clasificados de acuerdo con su solubilidad 
en agua como catiónico (colorantes básicos), aniónicos (ácido, directo y 
colorantes reactivos) y no iónico (VAT y colorantes dispersos) (Güzel, et al., 
2015). Los tintes básicos se utilizan para teñir fibras acrílicas. Los tintes 
ácidos se utilizan en la lana, la seda, o nylon. Los tintes dispersos se utilizan 
en poliéster o nylon. 
La mayoría de los estudios sobre la biodegradación de los colorantes se han 
centrado en hongos y bacterias. Sin embargo, la decoloración de productos 
tales como compuestos de amina aromáticos pueden inhibir la actividad 
bacteriana (Qu, et al., 2010). Por el contrario, los hongos pueden degradar 
compuestos orgánicos complejos mediante catálisis de enzimas 
extracelulares incluyendo lacasa, manganeso peroxidasa y lignina 
peroxidasa (Gomi, et al., 2011). 
Es de gran importancia, así, buscar una forma rápida, eficiente, práctica y 
barata de tratar efluentes industriales altamente contaminados. 
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El tratamiento de aguas residuales industriales contaminadas normalmente 
pasa a través de dos métodos: bióticos y abióticos. Métodos abióticos 
incluyen métodos físico-químicos, mientras que los métodos bióticos 
incluyen organismos vivos y derivados de los mismos. La precipitación 
química y tratamiento electroquímico son ineficientes, en particular cuando el 
ion metálico se encuentra a bajas concentraciones de 1-100mg/L (Lodeiro, et 
al., 2006).  Estos métodos también producen un gran volumen de los lodos, 
difícil de tratar y algunas tecnologías como la de membrana de intercambio 
iónico y procesos de adsorción con carbón activado son extremadamente 
caros. Por lo tanto, se puede concluir que estos métodos convencionales 
tienen desventajas significativas, incluyendo la eliminación incompleta de los 
metales, el alto costo, altos requerimientos de reactivos y / o la generación 
de los productos residuales y de lodos tóxicos o desechos que requieren 
disposición. Estas desventajas han resultado en el desarrollo de tecnologías 
de separación alternativas (Dhankhar & Hooda, 2011). 
El uso de microorganismos para la acumulación de metales pesados fue 
reportado por primera vez a principios de 1980 (Duddridge & Wainwright, 
1980). Desde entonces, muchos estudios han sido publicados en esta área. 
El potencial biosortivo de hongos tales como Rhizopus, Aspergillus y 
Saccharomyces ha sido explorado (Volesky & Tsezos, 1981; Galun, et al., 
1984; De Rome & Gadd, 1987; Siegel, et al., 1986; Brady & Duncan, 1993; 
Puranik & Paknikar, 1997). 
La adsorción se ha observado que es un proceso eficiente para la 
eliminación de metales pesados de las aguas residuales. La eliminación de 
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metales pesados de las aguas residuales por adsorción se lleva a cabo 
típicamente usando carbón activado o alúmina activada, pero el carbón 
activado no es recuperable, mientras la alumina presenta costos de 
adquisición. Las resinas poliméricas que pueden formar complejos con iones 
de metales pesados son mejores adsorbentes. Sin embargo, por lo general 
tienen una baja capacidad de adsorción (Dhankhar & Hooda, 2011). En los 
últimos años, el foco de la investigación se ha centrado en métodos 
biológicos como la bioacumulación y la biosorción que han demostrado tener 
un buen potencial para reemplazar los métodos convencionales para la 
eliminación de metales (Dhankhar & Hooda, 2011). 
Shumate y Strandberg (Shumete II & Strandberg, 1985) definen biosorción 
como "interacciones físico-químicas no direccionales que pueden ocurrir 
entre las especies de metal o compuestos radioactivos y los componentes 
celulares de especies biológicas." Sin embargo, algunos investigadores han 
utilizado dicho término para definir también interacciones de biomateriales 
con distintos tipos de colorantes (Sen, et al., 2016). 
Los hongos filamentosos constituyen una buena alternativa para el 
tratamiento de dichos efluentes. En primer lugar, los hongos presentan una 
excelente capacidad de unión con contaminantes, debido a la variedad de 
grupos funcionales presentes en sus paredes celulares, las cuales 
constituyen un alto porcentaje de su peso seco. En segundo lugar, los 
hongos son fáciles de cultivar en gran escala, ya que tienen un ciclo de 
multiplicación corto. En tercer lugar, la biomasa fúngica es fácilmente 
disponible como productos de desecho industriales. Esto proporciona una 
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ventaja económica a los biosorbentes de hongos, en comparación con otros 
tipos de biomasa microbiana. En cuarto lugar, una gran parte de los hongos 
biosorbentes no son patógenos. Por lo tanto, ellos son generalmente 
considerados seguros y son fácilmente aceptados por el público cuando se 
aplica en la práctica (Dhankhar & Hooda, 2011). 
Sería entonces de gran interés buscar una manera de utilizar la biomasa 
fúngica en el tratamiento de residuos acuosos contaminados con metales y 
colorantes. 
Los hongos han demostrado fuerte capacidad de adaptación y eficiencia en 
la eliminación de estos compuestos aromáticos. La exploración y el estudio 
de nuevas cepas de hongos capaces de degradar los colorantes 
eficientemente sigue siendo necesaria para la aplicación en el campo (Sen, 
et al., 2016). El uso de hongos filamentosos en el proceso de decoloración 
es una alternativa atractiva debido al bajo costo y a la posibilidad de 
mineralización total de colorante (Husain & Husain, 2007; Asgher, et al., 
2008a; Asgher, et al., 2008b). La decoloración puede efectuarse por 
adsorción o degradación enzimática. 
En este contexto, los hongos proporcionan un sistema eficiente debido a su 
gran área de superficie y la fácil separación sólido-líquido (Mishra & Malik, 
2013). Los hongos también poseen múltiples mecanismos para la 
degradación de contaminantes orgánicos e inorgánicos (Awasthi, et al., 
2014). Sin embargo, los hongos capaces de eliminar eficazmente un metal 
en particular no siempre pueden ser igualmente eficaces en la eliminación de 
otro metal o un colorante. Además, hay muchas variaciones en la capacidad 
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de asimilación de metales o tintes entre diferentes cepas (Mishra & Malik, 
2014a). Los efluentes industriales son combinaciones de muchos metales y 
contaminantes orgánicos (Ruta, et al., 2010; Yadav, et al., 2010). Por 
ejemplo, el efluente de industrias textiles contiene ambos colorantes 
residuales y metales (utilizados como mordantes). Además, las industrias de 
pulpa y papel, curtido y tintes son algunas de las que más generan efluentes 
ricos en metales, así como en colorantes (Mishra & Malik, 2014b).  
Generalmente, todos los tipos de biomateriales (plantas, bacterias, algas, 
hongos etc.) tienen un buen potencial de biosorción en relación con todos los 
tipos de iones metálicos. Como la biosorción es un proceso que pasa en la 
superficie, se puede decir que el rendimiento de un biosorbente depende del 
estado iónico de la biomasa. Los hongos tienen un alto porcentaje de 
material de la pared celular, lo que aumenta la variedad de grupos 
funcionales que participan en el atrapamiento de iones metálicos. Además, 
los hongos presentan gran cantidad de quitina en su pared celular. Dichas 
características aumentan la capacidad de los hongos para secuestrar 
contaminantes (Dhankhar & Hooda, 2011).  
La figura 1 ilustra la representación esquemática de una pared celular 
genérica de hongos. 
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Figura 1. Estructura de la pared celular de los hongos. (Anon., 2016) 
 
La pared celular de un hongo desempeña funciones esenciales en la 
interacción con su entorno, y puede constituir 30% o más de su peso seco. 
Se compone principalmente de polisacáridos, que son típicamente alrededor 
de 80% de la pared en peso seco, y en ella se anclan una gran variedad de 
diferentes proteínas, a menudo altamente glicosiladas, anclado de varias 
maneras, y lípidos, pigmentos, y sales inorgánicas están presentes en 
cantidades mucho más pequeña. El material base de la pared celular es 
generalmente en forma de β[1→3]-glucano. Esto forma una triple hélice muy 
estable. El empaquetamiento de estas estructuras de triple hélice parece 
estar controlada por el tamaño y la frecuencia de cadenas muy cortas [1→6]. 
Por último, la capa más externa de la pared celular se compone de varias 
proteínas, que llevan cadenas laterales compuestas de polisacáridos de 
manosa. La composición de la pared a menudo varía entre las especies 
fúngicas (Dhankhar & Hooda, 2011).  
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La capacidad de eliminación de metal de la biomasa fúngica es comparable 
con otros sólidos convencionales, tales como carbón activado y otros 
sólidos. El costo de cultivo de la biomasa para la biosorción se ha 
demostrado competitivo con el costo de adsorbentes convencionales 
(resinas de intercambio iónico y carbón activado) Esto hace que algunos 
biomateriales sean una alternativa económicamente interesante, ya que 
tienen capacidad de remoción de metales y otros contaminantes 
comparables con la de los adsorbentes tradicionalmente usados (De Gisi, et 
al., 2016). 
 
1.2 Modelado empírico e isotermas 
 
 
Modelos empíricos son relaciones matemáticas sencillas, caracterizadas por 
un número limitado de parámetros ajustables los cuales dan una buena 
descripción del comportamiento experimental al largo de un determinado 
rango de condiciones experimentales (Esposito, et al., 2002). A pesar de que 
los modelos empíricos convencionales no reflejan el mecanismo de 
adsorción del adsorbato, ellos son capaces de reflejar las curvas 
experimentales. (Kratochvil & Volesky, 1998) 
Los modelos convencionales de isotermas son usados con éxito para 
replicar curvas de isotermas de biosorción. Los modelos son sencillos, bien 
establecidos, tienen significado físico y son facilmente interpretables. 
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En la literatura, los modelos que son más aceptados y por tanto han sido 
usados con más frecuencia para describir el proceso de biosorción son el 
Langmuir y Freundlich, siendo ambos modelos de dos parámetros y 
aplicados a pH constante. (Dhankhar & Hooda, 2011) 
El modelo de Langmuir se basa en la suposición de la formación de una 
monocapa de adsorbato sobre los sítios de adsorción del adsorbente, y tiene 
la siguiente forma: 
� = �௠௔����௙ሺ1 + ���௙ሻ 
Dónde Q es la capacidade de sorción en el equilíbrio, Qmax es la capacidad 
máxima de sorción, bL representa la afinidad que presenta la biomasa por el 
contaminante o fuerza de unión biomasa–contaminante y Cf es la 
concentración de adsorbato en el equilíbrio. 
El modelo de Freundlich no se limita a la formación de la monocapa de 
adsorbato, sin embargo se aplica unicamente a soluciones de bajas 
concentraciones. Este modelo tiene la siguiente forma: � = ܭ௙�௙ଵ/௡ 
Dónde Q es la capacidade de sorción en el equilíbrio, Kf es la constante de 
proporcionalidad, Cf es la concentración del adsorbato en el equilíbrio y n 
representa la afinidad que representa la biomasa por el contaminante. 
Cada uno de estos modelos cuenta con una ecuacion linearizada, las cuales 
son utilizadas para verificar el ajuste de los datos experimentales. 
 
(ecuación 1) 
(ecuación 2) 
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1.3 Antecedentes 
 
Ghaly et al. (2014) investigaron la composición típica de efluente de 
industrias textiles de distintos países, y obtuvieron que este tipo de agua 
residual generalmente presenta una mezcla de diferentes contaminantes, 
entre éstos se encuentran los metales como hierro, zinc, cobre, níquel y 
mercurio y los colorantes que dan coloración al agua residual desde 50 
hasta 2500, expresada en la escala Pt-Co. 
La decoloración de residuos acuosos conteniendo colorantes por biomasa 
de hongos ha sido ampliamente revisada por Kaushik y Malik (2009), y Singh 
(2006). Existe poca información sobre las interacciones entre la biomasa 
muerta de hongos y una variedad de colorantes con estructuras moleculares 
complejas. Fu y Viraraghavan (2001) reportan la remoción de una amplia 
gama de colorantes azo por varios géneros de hongos en su forma activa e 
inactiva. Por ejemplo, el hongo filamentoso Aspergillus niger que se ha 
utilizado para decolorar y/o biosorber diversos colorantes. Estos mismos 
autores estudiaron la biosorción de colorantes como Azul Básico 9, rojo 
Congo y rojo disperso 1 utilizando hongos. 
Se ha confirmado la capacidad de los hongos Pleurotus ostreatus, Pichia 
sp., Penicillium sp. y Candida tropicalis para decolorar azo colorantes por 
adsorción y/o degradación (Kalmis, et al., 2008; Qu, et al., 2010; Gou, et al., 
2009; Tan, et al., 2013). Además de eso, algunos hongos pueden incluso 
mineralizar parcialmente o completamente azo colorantes (Miranda, et al., 
2013; Qu, et al., 2012; Tan, et al., 2013). Algunas cepas que pertenecen a 
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los hongos tales como Thamnidium elegans fueron confirmados como 
eficaces degradantes de compuestos aromáticos fenólicos.  
En la Tabla 1 se muestran algunos estudios recientes realizados para la 
remoción de metales o colorantes. 
Tabla 1. Algunos estudios realizados para remoción de metales y 
colorantes con hongos. (a)=Biomasa activa, (i)=Biomasa inactiva. 
Hongo Adsor-bato 
Co adsor-
bato 
(mg/L) 
pH T (°C) 
Bio-
masa 
 
Capa-
cidad 
remoción 
(mg/g) 
Tiem
-po 
(h) 
Referen
-cia 
Rhizopus 
nigricans Cr(VI) 100 2 45 
0.5% 
(w/v) (i) 47 0.5 
(Sudha 
Bai & 
Abraha
m, 
2001) 
Mucor 
indicus 
(inmoviliz
ado) 
Pb 10 
6 
- 66.7% 
biomass 
33.3% 
polysulfo
ne (i) 
6.09 - (Yan & 
Viraragh
avan, 
2001) 
Cd 10 - 1.88 - 
Ni 10 - 0.54 - 
Zn 10 - 5.64 - 
Aspergillu
s niger Cr(VI) 250 2 30 
0.75(g/L)  
(a)  101 0.5 
(Goyal, 
et al., 
2003) 
Aspergillu
s niger 
Cu 105 
4 25 1.0 (g/L) (a)  
3.2 
24 
(Baik, et 
al., 
2002) 
Pb 344 15.3 
Cd 108 4.1 
Ni 187 15.7 
Zn 97 2.6 
Aspergillu
s niger 
Cu 105 
4 25 1.0 (g/L)  (i) 
1.8 
24 
(Baik, et 
al., 
2002) 
Pb 344 6.2 
Cd 108 2.6 
Ni 187 7.9 
Zn 97 3.2 
Aspergillu
s lentulus 
Cr(VI) 
100 6.5 30 
104 
esporas/
mL (a) 
26.06 120 
 (Mishra 
& Malik, 
2014a) 
Cu 18.19 120 
Acid 
Blue 
161 
20.94 42 
Orang
e 34 27.78 42 
Aspergillu
s terreus 
Cr(VI) 100 6.5 30 104 
esporas/
45.87 96 
 (Mishra 
& Malik, Cu 50.20 120 
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Es conocido que mezclas de contaminantes presentan una toxicidad más 
alta que contaminantes individuales. Eso se refleja en la disminución de la 
capacidad de los hongos para la remoción de contaminantes (Mishra & 
Malik, 2013). Por ejemplo, Mishra y Malik (2014a) demostraran que el hongo 
A. lentulus, cuando fue evaluado en solución de Cr(VI), logró remover 99% 
del contaminante, mientras que en mezcla de metales (Cr y Cu) la remoción 
fue de 81.1% y en mezcla de metales con colorantes la remoción fue de 
75%. 
Estos resultados evidencian la razón por la cuál es tan importante desarrollar 
estudios acerca de la remoción simultánea de contaminantes. 
Por lo anterior, este proyecto plantea la aplicación de hongos autóctonos 
aislados de México para la remoción simultánea de metales y colorantes 
utilizando los cultivos individuales, para lo cual se proponen los hongos 
Aspergillus ustus, Penicillium janthinelum y Trichoderma longibrachiatum que 
no han sido reportados para este tipo de aplicación.  
 
 
Acid 
blue 
161 
mL (a) 
32.24 30 
2014a) 
Orang
e 34 28.99 30 
Rhizopus 
oryzae 
Cr(VI) 
100 6.5 30 
104 
esporas/
mL (a) 
45.03 168 
 (Mishra 
& Malik, 
2014a) 
Cu 22.76 168 
Acid 
blue 
161 
27.26 60 
Orang
e 34 68.75 24 
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1.4 Análisis crítico de la literatura 
 
 
 
Con base en la revisión de la literatura se puede observar que se han 
utilizado hongos filamentosos como material para remoción de metales o 
colorantes. Los principales factores que se han estudiado son el pH, la 
concentración de biomasa, concentración del contaminante, temperatura. 
Han presentado diferentes capacidades para remoción del contaminante, sin 
embargo, se enfocan únicamente a uno de los contaminantes. Con relación 
a la remoción simultánea de metales y colorantes la bibliografía es muy 
limitada. De estas, los realizados con hongos son en aún menor cantidad. 
Como estos dos contaminantes son muy característicos de industrias textiles 
y generalmente son encontrados juntos, una vez que los metales son usados 
como mordientes, sería de gran interés obtener un método eficiente para 
removerlos simultáneamente. Además, esta combinación puede ocurrir a 
partir de la confluencia de aguas que llevan cada uno de los contaminantes 
separadamente. 
En este trabajo se propone determinar la capacidad de tres hongos 
autóctonos de México para remover metales y colorantes de manera 
individual y simultánea en medios acuosos. 
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 1.5 Hipótesis 
 
 
Los hongos filamentosos Aspergillus ustus, Penicillium janthinelum y 
Trichoderma longibrachiatum aislados de México remueven colorantes 
(Verde malaquita) y metales (zinc) de manera individual y simultánea a 
través de diferentes mecanismos. 
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CAPÍTULO 2 
 
 
OBJETIVOS 
2.1 Objetivo General 
 
Evaluar la capacidad de biomasa de los hongos filamentosos Aspergillus 
ustus, Penicillium janthinelum y Trichoderma longibrachiatum para la 
remoción de metal (zinc) y colorante (verde malaquita) en una solución 
acuosa, así como elucidar el mecanismo por el cual lo realizan. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 
2.2.1 Caracterizar la biomasa y los contaminantes. 
a) Obtención de la biomasa 
b) Caracterización de la biomasa 
c) Caracterización del metal 
d) Caracterización del colorante 
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2.2.2 Realizar las pruebas de remoción con biomasa seca de cada uno de 
los tres hongos de estudio 
a) Cinética de remoción de Zn(II)  
b) Cinética de Remoción de Verde de Malaquita 
c) Isotermas de adsorción de Zn(II) 
d) Isotermas de adsorción de Verde de Malaquita 
e) Evaluación la desorción de Zn(II) 
f) Determinación del posible mecanismo de remoción de los 
contaminantes 
 
2.2.3 Realizar las pruebas de remoción en medio de cultivo de cada uno de 
los tres hongos de estudio: 
a) Optimizar la remoción simultánea de los contaminantes 
b) Determinar el posible mecanismo de remoción de los 
contaminantes 
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CAPÍTULO 3 
 
 
METODOLOGÍA DE TRABAJO 
 
3.1 Caracterización de la biomasa y de los contaminantes 
 
3.1.1 Hongos utilizados 
 
Los hongos utilizados en este trabajo fueron aislados e identificados en una 
investigación anterior (García Hernández M.A., Tesis de doctorado) como 
Aspergillus ustus-UANL, Penicillium janthinelum-UANL y Trichoderma 
longibrachiatum-UANL. A partir de este punto estas tres cepas serán 
referidas como A. ustus, P. janthinelum y T. longibrachiatum, 
respectivamente. 
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3.1.2 Obtención de la biomasa 
 
Las cepas son sembradas en cajas Petri con agar Sabouraud-dextrosa e 
incubadas a 28°C por 7 días. Las esporas obtenidas son raspadas con aza 
de platino y transferidas a un vial de vidrio conteniendo una solución de 
cloruro de sodio al 0.9%. 
La suspensión de esporas obtenida es sembrada en matraces con caldo 
patata-dextrosa e incubadas a 28°C en agitación a 150rpm por 5 días. Tras 
filtración, la biomasa es transferida a viales de vidrio estériles y refrigeradas 
o liofilizadas, de acuerdo con la aplicación deseada. 
La biomasa destinada a pruebas de adsorción es liofilizada, y tras este 
procedimiento esta es procesada y tamizada para la obtención de partículas 
con tamaño entre 190 y 460 µm. 
 
3.1.3 Caracterización de la biomasa fúngica 
 
Las biomasas fueron caracterizadas a través de la determinación de su 
potencial de carga cero y de la obtención de sus espectros de infrarrojo. 
El potencial de carga cero fue obtenido por titulación en la cual diferentes 
volúmenes de ácido clorhídrico (HCl) e hidróxido de sodio (NaOH), ambos 
0.1N, fueron agregados a diferentes tubos BD Falcon de 50mL, aforados a 
25mL con una solución de cloruro de sodio (NaCl) 0.1N preparada 
previamente con agua desionizada. Posteriormente, se agregó 0.1g de 
biomasa fúngica liofilizada y procesada. Tras 24h de agitación a 150 rpm y 
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28°C, la suspensión resultante fue centrifugada a 3000rpm (centrífuga DSC-
1512 SD-1) y el pH de cada solución fue cuantificado (potenciómetro Orion 
710A). Para cada experimento se realizó un blanco para cada experimento 
en condiciones similares, pero sin adición de biomasa. Los volúmenes de 
HCl y NaOH agregados se presentan en la tabla 2. 
Las concentraciones de H+ y OH- adsorbidos sobre la superficie son iguales 
en el PCC, y por lo tanto la carga de la superficie es neutra. El valor del 
pHPCC puede ser determinado en la intersección con el eje de las abscisas 
en la gráfica de distribución de carga superficial, la cual presenta el número 
de iones liberados en función del pH del medio. 
 
Tabla 2. Volúmenes de HCL y NaOH utilizados en la determinación del 
potencial de carga cero de las biomasas. 
Experimento HCl 0.1N (mL) Experimento NaOH 0.1N (mL) 
Control 0 Control 0 
1 0.2 10 8.0 
2 0.4 11 6.0 
3 0.8 12 4.0 
4 1.2 13 2.0 
5 1.6 14 1.6 
6 2.0 15 1.2 
7 4.0 16 0.8 
8 6.0 17 0.4 
9 8.0 18 0.2 
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Para realizar el cálculo de los iones liberados, se utilizó la ecuación 3. �ܮ = ሺ�௕ − �௔ሻሺ�ሻ݉  
Donde: 
IL = Número de iones liberados, mEq g-1 
Va, Vb = Volumen de NaOH 0.1N empleado en el experimento y blanco 
N = Normalidad de la solución de NaOH y HCl, mEq L-1 
m = Cantidad de biomasa, g 
 
Cabe mencionar que los cambios de pH se representan en función del 
volumen de NaOH 0.1 N empleado, en donde los volúmenes utilizados de 
HCl 0.1 N son interpretados como valores negativos de NaOH 0.1 N. Se 
realiza la comparación de la muestra y el blanco, de tal forma que cuando se 
añade una misma cantidad de NaOH 0.1 N, estos presentaran un diferente 
valor de pH, hasta obtener un pH común para ambos en el que se requiere 
una misma cantidad de NaOH 0.1 N agregada, representando así el pHPCC 
para la biomasa de cada hongo en estudio. 
Para obtener los espectros de infrarrojo se utilizó un 
espectrofotómetro de infrarrojo con transformada de Fourier (Spectrum One, 
Perkin Elmer) con un intervalo de medición de 650 – 4000 cm-1. 
3.1.4 Caracterización del colorante 
 
El colorante verde malaquita fue caracterizado por la obtención de su pK y 
de la longitud de onda de máxima absorción en el espectro de UV Visible, la 
cual fue obtenida en un espectrómetro Varian Cary 50 utilizando una 
(ecuación 3) 
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solución a 5 mg L-1 de verde malaquita y un barrido en el rango de longitud 
de onda de 400 a 700 nm. 
 
3.1.5 Caracterización del metal 
 
El zinc fue caracterizado a través de la obtención de sus diagramas de 
especiación para cada concentración utilizada en los experimentos. Para la 
construcción de los diagramas fue utilizado el software MEDUSA. 
 
3.1.6 Determinación de las concentraciones de los contaminantes 
 
La concentración de zinc es determinada por espectrometría de absorción 
atómica (Atomic Absorption Spectroscopy - AAS) en un espectrómetro GBC 
932 AA. Una curva de calibración es utilizada para medir en el rango de 
concentración 0.4 a 1.5 mg L-1. Los estándares de la curva fueron 
preparados a partir de diluciones en agua desionizada de un estándar de la 
marca Ricca (1000ppm Zinc AA Standard – Zinc metal in 3% nitric acid). 
La concentración de verde malaquita es determinada a través de la 
construcción de una curva de calibración en el intervalo 1-11 mg L-1 en su 
longitud de máxima absorción en el espectro de UV Visible, utilizando un 
espectrómetro Spectronic 20 Genesys. 
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3.2 Pruebas de remoción utilizando biomasa seca 
 
Las pruebas de remoción con biomasa seca son llevadas a cabo en tubos 
Falcon con capacidad para 15mL, en los cuales se agregó 0.01 g de 
biomasa seca, procesada y tamizada es puesta en contacto con una 
solución de contaminante de concentración conocida y pH 5.5. Tras 
centrifugación, la concentración de los contaminantes en el sobrenadante es 
determinada para conocer la cantidad adsorbida en cada caso. 
3.2.1 Cinéticas de adsorción 
 
Para determinación de los tiempos de equilibrio, tubos Falcon conteniendo 
0.01 g de biomasa liofilizada, procesada y tamizada y 5 mL de solución de 
contaminante a pH 5.5 son preparados e dejados en agitación a 150 rpm y 
28°C. En tiempos pre determinados, los tubos fueron centrifugados a 4000 
rpm por 5 minutos en centrifuga Thermo IEC Centra CL3R, el sobrenadante 
fue transferido a tubos Eppendorf y ultracentrifugado a 10 000 rpm por 5 
minutos (centrífuga Eppendorf 5415 D). Tras las centrifugaciones, los 
sobrenadantes fueron analizados para cuantificar la concentración de 
contaminantes restante. 
3.2.2 Isotermas de adsorción 
 
Para construcción de las isotermas, tubos Falcon conteniendo 0.01 g de 
biomasa liofilizada, procesada y tamizada y 5 mL de solución de 
contaminante a pH 5.5 son preparados e dejados en agitación a 150 rpm y 
28°C por 48 h. Los tubos fueron centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos en 
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centrifuga Thermo IEC Centra CL3R, el sobrenadante fue transferido a tubos 
Eppendorf y ultracentrifugado a 10 000 rpm por 5 minutos (centrífuga 
Eppendorf 5415 D). Tras las centrifugaciones, los sobrenadantes fueron 
analizados para cuantificar la concentración de contaminantes restante. 
El valor de Q (capacidad de adsorción de contaminante por unidad de masa 
de biomasa) fue calculado por la ecuación 4. 
� = (�� − �௙)�݉  
Donde: 
Q = capacidad de adsorción, mg g-1 
Ci = concentración inicial de la solución de contaminante, mg L-1 
Cf = concentración final de la solución de contaminante, mg L-1 
V = volumen en el tubo, (L) 
m = masa de biomasa utilizada em la prueba, (g) 
 
3.2.3 Evaluación de la desorción 
 
Para evaluar la recuperación del metal, se realiza una desorción en la cual la 
biomasa saturada es liofilizada, pesada y puesta en contacto con una 
solución de HCl 0.1N y dejada en agitación por el período de una hora. El 
volumen de solución de ácido es agregado de tal manera que la relación 
biomasa/solución sea 6 mg/mL. La concentración de metal en el 
sobrenadante es determinada al final del período. 
(ecuación 4) 
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3.3 Pruebas de remoción en medio de cultivo 
 
3.3.1 Optimización de la remoción simultánea 
 
Para lograr la optimización de la remoción en medio de cultivo se realizó un 
diseño Box-Behnken con 3 repeticiones en el punto central. Los factores 
optimizados fueron pH, tiempo y medio de cultivo. 
La tabla 3 presenta los factores y sus niveles evaluados en esta etapa. 
 
Tabla 3. Factores y niveles utilizados en la optimización de la remoción 
en medio de cultivo. 
Factores 
Niveles 
-1 0 +1 
pH 2 4 6 
Tiempo 24h 48h 72h 
Medio de 
cultivo 1: PDB 
1.5: Mezcla 
(50% PDB/ 50% 
Lee) 
2: Lee 
 
 
Las pruebas de remoción en medio de cultivo se realizan en matraces con 
capacidad para 250mL, conteniendo 40 mL de medio agregado con 10 mg L-
1
 de zinc y 5 mg L-1 de verde malaquita. La mezcla se dejó en agitación a 
150rpm/28°C. El sobrenadante fue recolectado y filtrado en filtro 0.45um 
antes del análisis de color concentración de zinc.  
La composición del medio Lee (Lee, et al., 1975) está representado en la 
tabla 2.  
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Tabla 4. Composición del medio Lee utilizado. 
Compuesto Concentración 
Nitrato de potasio 1.0 g/L 
Sulfato de magnesio 1.0 g/L 
Fosfato de potasio 0.5 g/L 
Cloruro de sodio 0.1 g/L 
Dextrosa 5.0 g/L 
 
 
 
El medio potato dextrose broth (PDB) fue preparado a 6 g L-1, de tal manera 
que la concentración final de los componentes sea el presentado en la tabla 
5. 
 
Tabla 5. Composición del medio PDB utilizado en este trabajo. 
Componente Concentración 
Almidón de papa 1.0 g/L 
Dextrosa 5.0 g/L 
 
 
 
3.3.2 Determinación del mecanismo de remoción de los contaminantes 
en medio de cultivo 
 
Utilizando imágenes de microscopia óptica fueron buscadas evidencias de 
bioacumulación de los contaminantes por las células. 
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CAPÍTULO 4 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Caracterización de la biomasa y de los contaminantes 
 
4.1.1 Biomasa fúngica 
 
Para comprender el mecanismo de adsorción, es necesario determinar el 
potencial de carga cero (pHPPC) del material adsorbente, o sea, el valor de 
pH en el cual la superficie sólida presenta una carga neta cero (neutra). 
(Srivastava & Hasan, 2011) Esto es un índice conveniente de una superficie 
cuando la carga superficial se vuelve positiva o negativa en función del pH 
del medio. La adsorción de cationes es favorecida a valores de pH más altos 
que pHZPC, mientras la adsorción de aniones lo es a valores de pH más 
bajos que pHZPC. 
Los valores de pHPZC fueron determinados para las tres biomasas utilizadas. 
Los valores determinados se encuentran en la tabla 6. La figura 2 presenta 
la curva de titulación para la cepa de P. janthinelum. 
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Tabla 6. Valores de potencial de carga cero para las tres cepas 
estudiadas. 
Cepa pHPZC 
A. ustus 5.2 
P. janthinelum 5.4 
T. longibrachiatum 4.8 
 
 
Figura 2. Curva de titulación para la cepa de P. janthinelum estudiada. 
 
Observase una similitud entre los valores de pHPCC de las cepas de A. ustus 
y P. janthinelum. Sin embargo, el valor atribuido a la cepa de T. 
longibrachiatum es más bajo. Trabajando a valores de pH más altos que los 
pHPCC nos garantiza la predominancia de cargas negativas en la superficie 
de la biomasa, y el valor de pHPCC más bajo para la cepa de T. 
longibrachiatum signifca que esta biomasa deberá presentar una mayor 
capacidad de adsorción que las otras, a un mismo valor de pH de trabajo. 
Además de los potenciales de carga cero, también fueron obtenidos los 
espectros de FTIR de las tres cepas (figura 3). 
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Figura 3. Espectros de IR obtenidos para las tres cepas fúngicas 
estudiadas. 
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Observase una similitud muy alta entre las cepas, lo que evidencia que los 
grupos funcionales disponibles para adsorción son prácticamente los 
mismos. 
Las atribuciones de las bandas se encuentran en la tabla 7 (Huleihela, et al., 
2018). 
 
Tabla 7. Bandas presentes en los espectros de IR de las biomasas y 
sus atribuciones. 
Número de onda (cm-1) Grupo funcional atribuido 
3700-2996 O-H y N-H (quitina) 
2996-2800 Lípidos 
1800-1485 Amida (grupo acetamido) 
1485-1185 Proteínas y lípidos 
1185-900 Polisacáridos 
 
 
4.1.2 Zinc 
 
El diagrama de especiación del metal zinc en la presencia de nitrato y sulfato 
fue obtenido para distintas concentraciones de metal utilizando el software 
MEDUSA. La presencia de nitrato se debe al hecho que el estándar de AAS 
se encuentra en ácido nítrico, y la del sulfato se debe a que las pruebas de 
remoción en medio de cultivo son preparadas con la sal de zinc para evitar 
cambio en el pH del medio debido a la agregación del reactivo. 
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Las figuras 4 y 5 presentan el diagrama para la concentración de Zn2+ al 300 
mg/L, pues se considera que esta será la más alta concentración con la cual 
se realizarán experimentos. 
 
Figura 4. Diagrama de especiación del zinc en presencia de nitrato. 
 
Figura 5. Diagrama de especiación del zinc en presencia de sulfato. 
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Observando los diagramas es posible concluir que la precipitación del zinc 
en forma de óxido ocurre a pH 6.9 en ambos casos. Por lo tanto, es 
necesario trabajar a valores de pH más bajos que este, para evitar la 
precipitación del metal y medir adecuadamente la adsorción y la remoción 
activa. 
4.1.3 Verde malaquita 
 
La caracterización del colorante verde malaquita es llevada a cabo a través 
de la obtención de su pK, o sea, el valor de pH en el cual la forma iónica de 
la molécula de colorante cambia. 
Este dato (figura 6) fue obtenido de la bibliografía (Cuong, et al., 2012). 
 
 
Figura 6. Formas moleculares del verde malaquita (MG) de acuerdo al 
pH del medio. (Cuong, et. al. 2012) 
 
Las estructuras que presenta el colorante en valores de pH más bajos que 
6.9 tienen carga positiva. Considerando que el objetivo de este trabajo es 
evaluar la remoción simultánea de este colorante con el metal zinc, es 
interesante que ambos adsorbatos presenten la misma carga, positiva. De 
MG+ Protonado (MG2+) 
(pH < 2) 
Sin carga 
(pH > 6.9) 
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esta manera, se elige trabajar a pH más bajo que 6.9, también debido al pK 
del colorante. 
La selección del pH de trabajo se hace de manera a optimizar la presencia 
de cargas negativas en la superficie de la biomasa y, a la vez, evitar la 
precipitación del zinc y la perdida de la carga positiva en la molécula de 
verde malaquita. Buscando todo estoy con base en los resultados de la 
caracterización de la biomasa y los contaminantes, se elige 5.5 como pH de 
trabajo. 
El espectro de UV visible fue obtenido y la longitud de onda de máxima 
absorción determinado fue de 618 nm. (Figura 7) 
 
Figura 7. Espectro de UV-Vis obtenido para el colorante verde 
malaquita. 
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4.2 Pruebas de remoción con biomasa seca 
 
4.2.1 Cinéticas de adsorción 
 
La Figura 8 presenta los resultados de las cinéticas de verde malaquita y 
zinc para las tres cepas estudiadas. 
Observase que, para la remoción de colorante, las tres cepas alcanzaron un 
equilibrio a las dos horas, mientras para la remoción de metal el equilibrio 
fue alcanzado a los 10 minutos. Es posible notar también que, de acuerdo 
con los esperado debido a los potenciales de carga cero, en valor de q para 
el T. longibrachiatum es más alto en ambos casos (colorante y metal). 
La adsorción es un proceso rápido. En la literatura esto se observar tanto en 
procesos con colorantes como con metales. Dursun (2006) estudió la 
remoción de cobre y plomo por A. niger y reportó que la mayor parte del 
metal fue removida en los primeros 10 minutos de contacto. Das et al. (2007) 
reportaron una remoción de mercurio por A. versicolor en los primeros 50 
minutos; Fan et al. (2008) observaron una remoción de cadmio, zinc y plomo 
por P. simplicissimum en las primeras dos horas, así como la remoción de 
cadmio por Trichoderma sp. reportada por Bazrafshan et al. (2015). 
Cuando hablamos de remoción de contaminantes, dos tipos de modelos 
cinéticos son generalmente utilizadas y comparadas: pseudo-primer orden y 
pseudo-segundo orden.  
En la literatura, el modelo cinético de primer orden es generalmente usado 
en la forma propuesta por Ho y McKay. 
(ecuación 3) 
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ln[�௘ − �ሺ�ሻ] = ݈݊�௘ − ݇ଵ� 
En la cual q es la cantidad adsorbida de soluto, qe es la cantidad adsorbida 
en el equilibrio, k1 es la constante de velocidad de primer-orden y t es el 
tiempo. 
La ecuación del modelo cinético de pseudo-segundo orden es normalmente 
usada también en la forma propuesta por Ho y McKay. ��ሺ�ሻ = ��௘ + 1݇ଶ�௘ଶ 
En la cual k2 es la constante de segundo-orden. 
Además de permitir el análisis de la velocidad de reacción, lo que es 
esencial en la aplicación práctica de la biosorción, los modelos cinéticos 
también llevan a una comprensión del comportamiento del sistema de 
adsorción. 
 
(ecuación 4) 
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Figura 8. Cinéticas de adsorción de a) Verde malaquita y b) Zinc para 
las tres cepas.  ◼ = A. ustus ⚫ = P. janthinelum  = T. longibrachiatum . 
 
Las cinéticas de primer-orden muchas veces son referidas como fisiosorción, 
pues la etapa limitante es la difusión de los solutos de la fase líquida hasta la 
superficie del material adsorbente. En las cinéticas de segundo orden, el 
proceso de adsorción de las moléculas por los grupos funcionales de la 
superficie aparenta ser significativa en la velocidad. Por eso, muchas veces 
las adsorciones de segundo orden son referidas como quimiosorciones. 
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El análisis detallado de los datos experimentales se da por el ajuste de los 
resultados a las ecuaciones (3) y (4) y comparación de los coeficientes de 
determinación (R2). En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos.  
Tabla 8. Valores de R2 para las cinéticas de remoción inactiva. VM = 
verde malaquita. 
Modelo 
cinético 
A. ustus P. janthinelum T. longibrachiatum 
VM Zn VM Zn VM Zn 
Primer-
orden 0.99 0.05 0.99 0.02 0.99 0 
Segundo-
orden 0.94 0.99 0.94 0.99 0.93 0.99 
 
Por los valores obtenidos se puede observar que la cinética de primer-orden 
describe mejor los datos experimentales con el colorante verde malaquita, 
mientras la de segundo-orden se adecua mejor a los experimentos con el 
metal zinc. 
Esta diferencia en el comportamiento se puede deber a la presencia de un 
sistema pi en la molécula de colorante lo que permite el efecto conocido por 
aromatic stacking (apilamiento aromático), llevando a la formación de capas 
de colorante sobre la superficie del adsorbente (Hunter & Sanders, 1990). 
Esto significa que la adsorción no se detiene al momento en que se agotan 
los sitios disponibles en la superficie del material, sino que sigue con la 
adsorción sobre moléculas ya adsorbidas, resultando en un modelo cinético 
diferente del que se aplica al metal. 
Se espera, por tanto, que la etapa limitante en la adsorción del verde 
malaquita sea la migración de las moléculas del medio acuoso a la superficie 
37 
 
de la biomasa, ya que la posibilidad de que esta se adsorba a una capa ya 
formada de moléculas permite una adsorción sin tantos obstáculos como la 
del metal, pues el átomo de metal presenta la necesidad de alcanzar un sitio 
disponible en la superficie del material para que se lleve a cabo la adsorción. 
 
4.2.2 Isotermas de adsorción 
 
Con el objetivo de comprender mejor el sistema de remoción, fueron 
realizadas isotermas de adsorción para el colorante y para el metal, 
separadamente. 
Las isotermas se encuentra representadas en la figura 8 para el verde 
malaquita y en la figura 9 para el zinc.  
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Figura 9. Isotermas obtenidas para el verde malaquita. a) A. ustus  b) P. 
janthinelum  c) T. longbrachiatum 
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Figura 10. Isotermas obtenidas para el zinc. a) A. ustus  b) P. 
janthinelum  c) T. longbrachiatum 
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Tras la realización de las isotermas, la siguiente etapa es llevar a cabo un 
ajuste de los modelos mencionados en 1.2. La tabla 9 presenta los valores 
de los coeficientes de determinación para los ajustes realizados. 
 
Tabla 9. Valores de R2 para los ajustes de los modelos de isotermas. 
Modelo 
A. ustus P. janthinelum T. longibrachiatum 
VM Zn VM Zn VM Zn 
Langmuir 0.17 0.96 0.03 0.99 0.17 0.92 
Freundlich 0.95 0.23 0.92 0.92 0.93 0.90 
 
 
De manera general, el modelo de Langmuir explica mejor las isotermas con 
el metal, mientras el modelo de Freundlich se ajusta a las isotermas con el 
colorante con una R2 mayor. 
Como fue explicado anteriormente, el modelo de Freundlich no presenta 
entre sus suposiciones la limitación de la formación de una monocapa de 
adsorbato. Para el colorante verde malaquita – una molécula con sistema pi 
de orbitales moleculares – puede ocurrir la formación del efecto pi stacking 
(o apilamiento pi) en el cual sucede la adsorción de moléculas sobre otras 
moléculas de colorante (Chen, 2009). Este modelo, por definición, no 
permite el cálculo de una qmax teórica. 
Por otro lado, para las isotermas con el zinc se nota un mejor ajuste del 
modelo de Langmuir, lo que tiene coherencia con el hecho de que este 
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modelo supone la formación de una monocapa de adsorbato. Debido a su 
naturaleza, es posible calcular un valor de qmax, y compararla con el valor de 
qmax obtenido experimentalmente. Ambos valores se presentan en la tabla 
10. 
 
Tabla 10. Valores de qmax de Zn(II) para las biomasas estudiadas. 
Cepa 
qmax calculada 
(mgZn/g 
biomasa) 
qmax experimental 
(mgZn/g 
biomasa) 
Error   
A. ustus 8.0 6.4 0.20 
P. janthinelum 7.3 6.9 0.06 
T. longibrachiatum 11.9 9.7 0.18 
 
 
El error generado en la diferencia entre la qmax calculada por el modelo de 
Langmuir y la qmax experimental encuentra su justificación en dos factores. El 
primero se debe al valor de la R2, que no es 1, lo que significa que el ajuste 
del modelo no es perfecto. El segundo se explica por el hecho de que una de 
las suposiciones del modelo de Langmuir es que la energía de adsorción es 
constante. (Kapoor & Viraraghavan, 1995) Esto implicaría en la ausencia de 
interacción entre las especies adsorbidas y las especies en solución. En la 
práctica, puede ocurrir una interacción entre ellas, y la presencia de muchos 
átomos de zinc adsorbidos alrededor de un determinado sitio de adsorción 
disponible puede repeler un átomo en solución e impedir su acceso a este 
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sitio. Esto hace con que el valor real de qmax sea menor que el valor 
calculado por el modelo. 
La tabla 11 presenta algunas capacidades máximas de adsorción Zn(II) 
registradas en la literatura, así como los valores obtenidos en este trabajo, 
para comparación. Cabe resaltar que el variado rango de valores se debe a 
muchos factores, como concentración inicial de contaminante, tamaño de 
partícula de biomasa, pH de trabajo, temperatura y pretratamiento de la 
biomasa. 
Tabla 11.Valores de capacidad máxima de adsorción utilizando 
biomasa de diferentes hongos. 
Biomasa Adsorbato qmax (mg/g) Referencia 
Aspergillus oryzae Zn(II) 18 (Volesky, 1994) 
Aspergillus niger Zn(II) 3.8 (Vale, et al., 2016) 
Mucor rouxii   Zn(II) 7.8 
(Yan & 
Viraraghavan, 
2003) 
Claviceps paspali   Zn(II) 1.0 (Luef, et al., 1991) 
Aspergillus ustus Zn(II) 6.4 Este trabajo 
Penicillium 
janthinelum Zn(II) 6.9 Este trabajo 
Trichoderma 
longibrachiatum Zn(II) 9.7 Este trabajo 
 
4.2.3 Recuperación del metal adsorbido 
 
La fracción de zinc recuperada en cada caso está presentada en la tabla 12.  
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Tabla 12. Recuperación de Zn(II) en la desorción ácida. 
Cepa Zinc recuperado (%) 
A. ustus 72 ± 11 
P. janthinelum 74 ± 21 
T. longibrachiatum 70 ± 19 
 
Obtener buenos valores de recuperación del metal es atractivo, además de 
que significa que la capacidad de regeneración de la biomasa permite su uso 
más de una vez, mejorando así la relación costo/beneficio del método. 
La tabla 13 presenta los valores de recuperación de algunos biomateriales 
en la literatura.   
 
Tabla 13. Recuperación de Zn(II) adsorbidos para distintas biomasas 
fúngicas. 
Material Adsorbato % Recuperación Referencia 
Aspergillus 
niger Zn(II) 70 
(Mali, et al., 
2014) 
Aspergillus 
flavus Zn(II) 81.3  
(Aftab, et al., 
2017) 
Aspergillus 
oryzae Zn(II) 71.3 
(Aftab, et al., 
2017) 
Paecilomyces 
formosus  Zn(II) 70.1 
(Aftab, et al., 
2017) 
 
 
 
Es posible observar que los valores de recuperación de zinc  reportados por 
otros investigadores son muy similares a los obtenidos en este estudio. 
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4.2.4 Elucidación del mecanismo de remoción con biomasa seca 
Los modelos de cinética obtenidos presentan evidencias de que para el 
colorante ocurre una fisiosorción, mientras que para el metal ocurre una 
quimiosorción.  
Sin embargo, el hecho de que la desorción fue posible para la recuperación 
de los iones de Zn(II) es una evidencia de que la remoción se basa en la 
atracción de cargas, y no en la formación de enlaces químicos. La 
interacción adsorbato-adsorbente en los sistemas estudiados en este trabajo 
se basan en la carga positiva de los contaminantes y la carga negativa de la 
superficie de los hongos, producto del pH del medio, que se encuentra a 
valores más altos que los potenciales de carga cero de las biomasas. Esto 
es reforzado por el hecho de que se logró una desorción satisfactoria del 
metal con una solución ácida, lo que se debe a que el pH ácido del medio 
cambia la distribución de cargas en la superficie de la biomasa, dónde pasan 
a existir grupos cargados positivamente, repeliendo los átomos de Zn(II). 
De igual manera, las isotermas de Freundlich (verde malaquita) y Langmuir 
(Zinc) se basan en una adsorción reversible, consecuencia de una 
interacción de cargas débil. 
Por estas razones, es probable que la remoción del metal en medio acuoso 
se dé por atracción de cargas opuestas y formación de enlaces débiles (van 
der Waals). 
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4.3 Pruebas de remoción de Zn (II) y Verde de Malaquita en medio 
de cultivo 
 
4.3.1 Resultados para A. ustus y P. janthinelum 
 
Las cepas de A. ustus y P. janthinelum, en pruebas preliminares, no 
demostraron la habilidad de remover simultáneamente ambos 
contaminantes.  
Por esta razón, la cepa de T. longibrachiatum fue seleccionada para seguir 
con las pruebas de remoción y optimización. 
 
4.3.1 Resultados para T. longibrachiatum 
 
La tabla 14 presenta los experimentos realizados en el diseño Box-Behnken 
y sus respectivos resultados para T. longibrachiatum. 
Tabla 14. Experimentos realizados en el diseño Box-Behnken y 
resultados para T. longibrachiatum.. 
Run pH Tiempo (h) Medio Remoción 
color (%) 
Remocion 
Zn(II) (%) 
1 2 24 50%/50% 15 12 
2 6 24 50%/50% 98 2 
3 2 72 50%/50% 12 0 
4 6 72 50%/50% 98 51 
5 2 48 PDB 4 1 
6 6 48 PDB 97 99 
7 2 48 Lee 6 0 
8 6 48 Lee 99 15 
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9 4 24 PDB 94 58 
10 4 72 PDB 99 100 
11 4 24 Lee 96 4 
12 4 72 Lee 99 31 
13 4 48 50%/50% 99 19 
14 4 48 50%/50% 98 16 
15 4 48 50%/50% 99 20 
 
El análisis de la superficie de respuesta fue realizado en el software Design 
Expert. El ANOVA de los modelos para remoción de color y de Zn(II) están 
representados en las figuras 11 y 12. 
 
 
Figura 11. ANOVA del modelo obtenido para remoción de color. 
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Analizando los resultados a un nivel de confianza del 95% se observa que el 
valor de probabilidad (p) para ambos modelos es menor que 0.05, lo que 
significa que el modelo obtenido es significativo y describe 
satisfactoriamente los puntos experimentales. De igual manera observarse 
que el lack of fit (falta de ajuste) también es significativo. Sin embargo, la 
falta de ajuste es apenas uno de los muchos factores que uno puede utilizar 
para evaluar si el modelo es apropiado. Un factor importante es el 
comportamiento de los residuales. 
 
 
Figura 12. ANOVA del modelo obtenido para remoción de Zn(II). 
 
Una de las suposiciones del análisis clásico de regresión dice que los 
residuales deben distribuirse de manera normal para que la regresión 
realizada sea considerada válida. Las figuras 13 y 14 presentan los 
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residuales para los modelos obtenidos. Se puede notar que los residuales 
presentan comportamiento normal. Esto es una evidencia de que el modelo 
es adecuado para describir los datos experimentales.  
 
Figura 13. Gráfica de los residuales normalizados para el modelo de 
remoción de color. 
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Figura 14. Gráfica de los residuales normalizados para el modelo de 
remoción de Zn(II). 
 
Validado el modelo, es posible utilizarlo para hacer predicciones y evaluar la 
influencia de los factores. 
Para la remoción de color, el ANOVA demuestra que solamente el pH tiene 
influencia significativa en la remoción (p < 0.05). De manera gráfica, esto se 
puede observar en las figuras 15 a 17. Los valores más altos de remoción 
son obtenidos en pH entre 4 y 6, independiente del medio y del tiempo. Es 
posible concluir también que a partir de las 24 horas ya se tiene la remoción 
de color estabilizada. 
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Figura 15. Análisis de pH x Tiempo para remoción de color. 
 
Figura 16. Análisis de pH x Medio para remoción de color. 
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Figura 17. Análisis de Tiempo x Medio para remoción de color. 
 
 
Para la remoción de Zn(II), el ANOVA presenta que los tres factores 
analizados afectan la remoción (p < 0.05). Se observa que los mejores 
valores de remoción (mayores que 99%) pueden ser obtenidos a pH 6, 
tiempo de 72h y medio PDB. Las superficies obtenidas se encuentran 
representadas en las figuras 18 a 20. 
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Figura 18. Análisis de pH x Tiempo para remoción de Zn(II). 
 
Figura 19. Análisis de pH x Medio para remoción de Zn(II). 
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Figura 20. Análisis de Tiempo x Medio para remoción de Zn(II). 
 
4.3.1.1 Prueba de remoción en las condiciones óptimas 
 
Utilizando el software Design Expert, se obtuvo distintas soluciones con 
deseabilidad de 1, lo que significa que la remoción de ambos contaminantes 
se encuentra en su punto máximo. 
La solución elegida para comprobación fue de pH 6, 68 horas y medio PDB. 
Los resultados esperados y obtenidos para esa prueba se encuentran 
representados en la Tabla 15. 
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Tabla 15. Resultados esperados y obtenidos en el punto óptimo del 
modelo. 
Factor Nivel Remoción Zn Remoción Color Esperado Obtenido Esperado Obtenido 
pH 6 
100% 98.6% 99.5% 99.6% Tiempo 68 
Medio PDB 
 
 
4.4 Elucidación del mecanismo de remoción en medio de cultivo 
 
4.4.1 Mecanismo de T. longibrachiatum 
 
La figura 21 presenta imágenes obtenidas con microscopio óptico de campo 
claro con 100x de aumento de las células de la cepa de T. longibrachiatum 
antes y después de la remoción activa de una mezcla de zinc y verde 
malaquita. 
En las células que crecieron en medio de cultivo sin contaminante presentan 
estructura normal, con la pared celular y el núcleo de las células visibles en 
la imagen (A). Las células que tuvieron su crecimiento en el medio 
adicionado con los contaminantes evidencian el surgimiento de estructuras 
circulares en el espacio citoplasmático. 
El citoplasma es importante para que las células activas interaccionen con 
iones metálicos. Tras su entrada en la célula, los iones metálicos son 
compartimentalizados en diferentes organelas subcelulares (e.g. 
mitocondria, vacuolas etc). (Wang & Chen, 2009) Las estrategias de 
acumulación del metal pueden ser diferentes para metales esenciales y no 
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esenciales. Para metales esenciales, limitar su absorción o la excreción 
activa, almacenamiento en una forma inactiva o excreción del metal 
almacenado son las principales vías. (Vijver, et al., 2004). 
El zinc es un micronutriente, sin embargo, en exceso es tóxico para las 
células fúngicas. Ramsay y Gadd (1997) demostraron que cepas fúngicas 
que no presentaban vacuolas expresaban una sensibilidad mucho más 
grande y tenían significativamente reducida su capacidad de asimilación de 
Zn, Mn, Co y Ni. 
Además de eso, Ghosh et al. (2017) observaron bioacumulación del 
colorante acid black 52 por Aspergillus tamarii. 
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Figura 21. Células de T. longibrachiatum tras crecimiento en medio sin 
y con contaminantes (A y B respectivamente). 
 
Por tanto, las diferencias estructurales muy probablemente se deben a la 
bioacumulación de los contaminantes, sin embargo, no se descarta que esté 
ocurriendo un mecanismo combinado de biosorción y bioacumulación, se 
requiere de hacer otros estudios para comprobarlo. 
 
(A) 
(B) 
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Capítulo 5 
 
 
 
 
Conclusiones 
 
Las biomasas, el colorante verde malaquita y el metal Zn(II) fueron 
caracterizados con el objetivo de conocerlos y definir un pH de trabajo para 
las pruebas con biomasa seca. 
Las cepas de Aspergillus ustus, Penicillium janthinelum y Trichoderma 
longibrachiatum estudiadas en este trabajo presentaron la capacidad de 
remover el colorante verde malaquita y el metal zinc en medio acuoso y en 
medio de cultivo. 
En medio acuoso fue posible determinar los modelos cinéticos y de 
isotermas que mejor describen los resultados experimentales. La adsorción 
del colorante es mejor descrita por un modelo cinético de 1er orden e 
isoterma de Freundlich, mientras que la del metal es mejor descrita por un 
modelo cinético de 2ª orden e isoterma de Langmuir. 
58 
 
Se obtuvo evidencias de que el mecanismo de remoción de los 
contaminantes individuales en medio acuoso es adsorción por atracción de 
cargas y formación de enlaces de van der Waals. 
Fue posible optimizar la remoción simultánea de colorante y metal para T. 
longibrachiatum en medio de cultivo utilizando un diseño Box-Behnken. Los 
factores optimizados fueron pH, tiempo y medio de cultivo. El modelo 
obtenido es significativo e indica que las mejores condiciones para la 
remoción de colorante son pH mayores que 4, independiente del medio, y 
que a partir de las 24h ya se estabiliza la remoción de color. Las mejores 
condiciones para la remoción de Zn(II) son pH 6, 72h y medio PDB. 
La prueba realizada para comprobación del punto óptimo del modelo obtuvo 
resultados muy similares a los calculados por la solución utilizada, con error 
de 1.4% para la remoción de zinc y 0.1% para la remoción de color. 
Las imágenes de microscopía óptica obtenidas presentan evidencias de que 
en medio de cultivo las células de T. longibrachiatum están bioacumulando 
los contaminantes. Sin embargo, puede estar pasando la adsorción junto con 
la bioacumulación. 
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